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and expressed. The adenovirus may be recombinant or non-recombinant 

(57) Zusammenfassung 

Adenovirus fiir den Transport von Fremd-DNA in hdhere eukaryotis- 
cbe Zellen, dessen Oberflache mit Transferrin modifiziert ist, wobei die 
Bindung bevorzugt Uber den Glyproteinanteil des Transferrins erfolgt Die 
Fremd-DNA wird in Zellen, die keine Adenovinisrezeptoren aufweisen, 
importiert und exprimiert Das Adenovirus ist rekombinant oder nicht- 
rekombinant 
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ADENOVIRUS FUR DEN TRANSPORT VON FREMD-DNA IN HoHERE EUKARIOtlSCHE ZELLEN. 

Die Erf indung bezieht sich auf das Einbringen von 
NukleinsSuren in hfchere eukaryotische Zellen. 

Bedarf an einem eff izienten System f Ur das Einf tihren 
von NukleinsSure in lebende Zellen besteht vor allem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust, urn in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B. um im Falle 
eines genetischen befekts das fehlende Gen zu ersetzen. 

Fur den Transfer von Genen in die Zellen werden z.B. 
virale Vektoren eingesetzt, die sich der eff izienten 
Eintrittsmechanismen ihrer Ausgangsviren bedienen. 
Darunter werden Viren verstanden, in deren Genom das in 
der Zelle zu exprimierende Gen mittels rekombinanter 
Methoden integriert wurde. Diese Strategie wurde bei 
der Konstruktion rekombinanter retroviraler und 
adenoviraler Vektoren angewendet, um einen hoch 
wirksamen Gentransfer in vitro und in vivo zu erzielen. 
Die bisher am weitesten fortgeschrittenen Technologien 
ftir die Anwendung von NukleinsSuren im Rahmen der 
Gentherapie benutzen retrovirale Systeme ftir den 
Transfer von Genen in die Zelle (Wilson et al., 1990; 
Kasid et al., 1990), Es wurden daher bereits Methoden 
entwickelt, um die Anwendbarkeit der retroviralen 
Systeme zu erweitern bzw. deren Spezifitat fUr eine 
definierte Zellpopulation zu erm6glichen, indem z.B. 
der Tropismus der Viren verandert wurde. 

Von Roux et al., 1989, und in der FranzSsischen 
Patentanmeldung 2 649 119 wurde ein System beschrieben, 
das den Tropismus von Retroviren mit Hilfe 
bifunktioneller Kon jugate verandert, die auf der einen 
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Seite einen Antikorper gegen die Virushulle und auf der 
anderen Seite einen spezif ischen Zellmembranmarker fur 
die Zielzellen enthalten und somit die Verbindung des 
Virus mit der Wirtszelle herstellen. 

Der von Goud et al., 1988, vorgeschlagene Ansatz beruht 
ebenfalls auf dem Prinzip bif unktioneller Konjugate. 
Diese Konjugate sind eine Konstruktion aus zwei 
monoklonalen Antikorpern, von denen einer gegen den 
humanen Trans f err inrezep tor und einer gegen das gp70 
Hullprotein des Moloney-Retrovirus gerichtet ist. Mit 
Hilfe dieser Konjugate konnte das Retrovirus zwar in 
die Zielzellen eindringen, nicht jedoch in diesen 
replizieren . 

Die in der WO 92/06180 beschriebene Methode zur 
Veranderung des Tropismus eines Virus besteht darin, 
die Oberf lache eines Virus mit einera Molekiil zu 
versehen, das an einen Oberf lachenrezeptor der 
Zielzelle bindet, womit das Virus eine - 
naturlicherweise nicht vorhandene - SpezifitSt fur die 
Zielzelle erhalt. In der WO 92/06180 wird die 
Modif ikation eines Retrovirus und von Hepatitisvirus B 
mit Kohlenhydratmolekulen beschrieben, die an den 
Asialoglykoproteinrezeptor binden. 

Fiir die Anwendung im Rahmen der Gentherapie sind in 
jungster Zeit an die Stelle rekombinanter Retroviren 
zunehmend rekombinante Adenoviren getreten (Berkner, 
1988; Stratford-Perricaudet et al., 1990; Rosenfeld et 
al., 1991; Rosenfeld et al., 1992; Stratford- 
Perricaudet et al., 1992). 

Adenovirale Vektoren haben die vorteilhafte Fahigkeit, 
in nicht- teilende Zellen eindringen und eine DNA- 
Fremdseguenz im AusmaB von bis zu 8.5 kb aufnehmen zu 
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konnen. Ferner konnen die Adenoviruspartikel ausgiebig 
gereinigt werden, ohne an Stabilitat einzubiiBen, und in 
Titern hGher als lO^^PFUs/ml hergestellt werden. 

Ein Beschr&nkung bei der Anwendung der von den 
Adenoviren Ad2 und Ad5 abgeleiteten rekombinanten 
Vektoren besteht in ihrer nur geringen FMhigkeit, in 
Blutzellen einzudringen. Blutzellen sind jedoch ein 
bevorzugtes Ziel fiir gentherapeutische Anwendungen, 
weil sie leicht verfugbar sind und in den Patienten 
wiedereingefQhrt werden ktinnen, auch sind die Methoden 
zu ihrer Gewinnung und Kultivierung etabliert. Der 
Grund fiir die schwache AktivitSt der adenoviralen 
Vektoren in Blutzellen liegt in der of fensichtlich 
geringen Zahl an Rezeptoren ftir Adenoviren auf diesen 
Zellen (Horvath und Weber 1988; Silver und Anderson, 
1988). Wahrend die Bindung des Virus an diese Zellen urn 
das Zwei- bis Fiinffache reduziert ist, ist die 
Internalisierung des gebundenen Virus noch wesentlich 
geringer. Die von vornherein geringe Rezeptorzahl 
diirf te also mit einer stark verminderten 
internalisierung der vorhandenen Rezeptoren 
einhergehen. 

Kurzlich wurde in mehreren Arbeiten der Einsatz von 
nicht-rekombinanten Adenoviren auf grund der Fahigkeit 
von Adenoviren, den Inhalt von Endosomen freisetzen zu 
kGnnen, fur den Gentransfer mit DNA-Komplexen mittels 
Rezeptor-vermittelter Endozytose vorgeschlagen, Der 
Einsatz von Adenoviren bewirkt eine Steigerung der 
Effizienz des Gentransfers, indem der Abbau der in die 
Zelle internalisierten DNA-Komplexe in den Lysosomen 
vermieden v;ird (Curiel et al., 1991; Curiel et al. f 
1992a; Zatloukal et al., 1992; Cotten et al., 1992; 
Wagner et al., 1992; Curiel et al., 1992b; Yoshimura et 
al. , 1993; WO 93/07283). Es wurde u.a. vorgeschlagen, 
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die Adenoviren durch Bindung an Polylysin zu 
modifizieren. Die Adenovirus-Polysin-Konjugate ktinnen 
zusammen mit Konjugaten aus Transferrin-Polylysin nit 
DNA komplexiert werden, wobei ternare Transferrin- 
Polylysin/Adenovirus-Polylysin/DNA-Komplexe entstehen 
(Wagner et al., 1992). Im Zuge dieser Arbeit wurde 
festgestellt, daB K562-Zellen in Gegenwart von freiem 
Adenovirus bei Transfektion mit Transferrin-Polylysin- 
Konjugaten nur sehr geringe Expressionsraten des 
importierten Reportergens zeigten, wahrend Polylysin- 
gekoppeltes Adenovirus, gemeinsam rait Transferrin- 
Polylysin unter Bildung eines ternaren Koraplexes an die 
Reporter-DNA komplexiert, sehr gute Ergebnisse brachte. 
Dieses Phanomen ist vermutlich darauf zurtlckzuftihren, 
daB die Internalisierung der DNA-Komplexe in 
Blutzellen, die eine geringe Zahl an 
Adenovirusrezeptoren aufweisen, iiber den 
Transferrinrezeptor ablauft, Uber den die Blutzellen in 
groBer Zahl verfttgen. 

Adenoviren kbnnen nicht in Zellen eindringen, die 
Adenovirusrezeptoren nicht oder in far eine ef fiziente 
Internalisierung ungenugender Zahl aufweisen, oder 
auch, was vor allem bei Anwendungen in vivo von 
Bedeutung ist, aufgrund der Tatsache, daB die 
Bindungsstellen des Virus, z.B. durch einen AntikOrper, 

blockiert sind. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
Adenoviren mit der Fahigkeit bereitzustellen, in 
Zellen, in die sie normalerweise nicht eindringen 
konnen', effizient unter Beibehaltung ihrer Fahigkeit 
zur Genexpression und/oder ihrer endosomolytischen 
Eigenschaften eindringen zu kOnnen. 
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Die Erfindung betrifft somit ein Virus fur den 
Transport von Fremd-DNA in hShere eukaryotische Zellen, 
dessen OberflSche mit einem Liganden ftir einen 
Oberf ISchenrezeptor der Zielzelle derart modifiziert 
ist, daB es an die Zelle bindet und derart 
internalisiert wird, da8 die Fremd-DNA in der Zelle 
exprimiert wird. Das Virus ist dadurch gekenrizeichnet , 
daB es ein Adenovirus und der Ligand Transferrin ist. 

Es wurde uberraschend f estgestellt , daB mittels 
Transferrin-modif iziertem Adenovirus Fremd-DNA in 
Blutzellen, die der Aufnahme von nicht-modifiziertem 
Adenovirus nicht zug&nglich sind, internalisiert und 
effizient zur Expression gebracht wird. Bei der 
Infektion einer Zelle durch ein Virus lauft eine Reihe 
komplexer VorgSnge ab, die bei den verschiedenen Viren 
unterschiedlichen Strategien folgen. Da am produktiven 
Eintritt eines Virus zahlreiche Ereignisse beteiligt 
sind, die mit der Bindung des Virus an seinen Rezeptor 
in Zusammenhang stehen, wobei z.B. eine 
KonformationsSnderung, die, das Virus bei der Bindung an 
seinen Rezeptor erf Shrt, eine ftir den Ablauf der 
Intemalisierung und Replikation unabdingbare 
Voraussetzung sein kann, konnte nicht vorausgesagt 
werden, ob der Zusammenhang der ftir die Infektion 
erf or der lichen Ereignisse erhaiten bleibt, wenn am 
Virus Modifikationen vorgenonunen wurden. 

4 

Der Eintritt von Transferrin-modif iziertem Adenovirus 
iiber den Transferrinrezeptor (B) im Vergleich zum 
Eintritt des nicht-modif izierten Virus (A) Qber seinen 
Rezeptor ist schematisch in Fig. 1 dargestellt. 

Die erf indungsgemSBen Transferrin-modif izierten 
Adenoviren kbnnen verwendet werden, urn in trans die 
Aufnahme von Transf errin-Polylysin/DNA-Komplexen in 
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Zellen zu verbessern, die Transferrin-Rezeptoren, aber 
keine oder nicht geniigend Adenovirus-Rezeptoren 
aufweisen. Bei der Anwendung in trans wird das 
modifizierte Adenovirus gemeinsam mit Transferrin- 
Polylysin/DNA-Komplexen auf die zu transfizierenden 
Zellen aufgebracht, um zusammen mit den DNA-Komplexen 
in die Zelle aufgenommen zu werden und aufgrund seiner 
endosomolytischen Fahigkeit die Freisetzung der DNA- 
Komplexe aus den Endosomen zu bewirken (Curiel et al. 
1991). 

Das modifizierte Adenovirus kann auch verwendet werden, 
um als Bestandteil von ternaren Oder 
Kombinationskomplexen (Zatloukal et al., 1992) die 
Effizienz dieser Komplexe zu steigern. Zu diesem Zweck 
wird das erf indungsgemaBe Transferrin-modif izierte 
Virus, beispielsweise durch eine Biotin-Streptavidin- 
Brucke, mit einem Polylysin/DNA-Komplex verbunden, 
wobei gegebenenfalls auch das Polylysin mit Transferrin 
konjugiert ist. Durch das an das Adenovirus gekoppelte 
Transferrin ubernimmt in diesem Fall das Virus bei 
Zellen, die Transferrin-Rezeptoren haben, zusatzlich zu 
seiner endosomolytischen Funktion die Funktion eines 
internalisierungsfaktors fur den Kombinationskomplex. 

Die erfindungsgemSBen Adenovirus-Kon jugate konnen in 
samtlichen Anwendungen, in denen Adenoviren eine 
Steigerung des Gentransfers bewirken, zum Einsatz 
kommen (Curiel et al., 1991; Curiel et al., 1992a; 
Zatloukal et al., 1992; Cotten et al., 1992; Wagner et 
al., 1992; Curiel et al., 1992b; Yoshimura et al., 
1993). 

In einer Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist das 
Adenovirus ein rekombinantes Adenovirus, d.h. ein 
Adenovirus, das in seinem Genom mittels rekombinanter 
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Methoden integrierte Fremdsequenzen enthait. Dabei sind 
vor allem Sequenzen von Interesse, deren Expression in 
der Zielzelle einen erwiinschten biologischen Effekt 
erzielt, z. DNA, die ein defektes Gen ersetzt. In 
dieser Ausfiihrungsform bietet die vorliegende Erfindung 
den Vorteil, den limitierten Tropismus, den die 
ansonsten erfolgreiche Verwendung rekombinanter 
Adenoviren fiir die Gentherapie aufweist, zu beseitigen 
und das System breiter anwendbar zu machen. 

Fiir die erf indungsgemaBen Virus -Kon jugate besteht 
keinerlei Beschrankung hinsichtlich der 
Adenoviruskomponente, sSmtliche Adenoviren, die an 
ihrer Oberfl&che eine zur Bindung an Transferrin f&hige 
Gruppierung aufweisen, sind geeignet, z.B. die von 
Berkner, 1988; Stratford-Perricaudet et al., 1990; 
Rosenfeld et al., 1991; Rosenfeld et al., 1992; 
Stratford-Perricaudet et al., 1992, beschriebenen 
Adenoviren, die als Vektoren fur den Import von DNA in 
die menschliche Zelle, insbesondere fiir die 
gentherapeutische Anwendung, vorgeschlagen wurden, 
kGnnen modifiziert werden, urn DNA selektiv in vivo oder 
ex vivo in die Zielzelle zu befGrdern. 

Im Hinblick auf die Anwendung im Menschen wird als 
Transf errin-Komponente insbesondere Humantransf errin 
verwendet. Transferrin ist ein Eisentransportprotein, 
das mit hoher Effizienz tiber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose in die Zelle aufgenommen wird, wodurch es 
als Transport-Vehikel bereits fiir verschiedene 
Anwendungen benutzt wurde, z.B urn in Form verschiedener 
Kon jugate Toxine, niedermolekulare Substanzen Oder Gene 
in die Zeile zu transportieren. Der Vorgang, der bei 
der Internalisierung von Transferrin durch seinen 
Rezeptor ablfiuft, unterscheidet sich von anderen 
Ligand/Rezeptor-Paarungen u.a. dadurch, daB der 
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Transferrinrezeptor mit hohem Durchsatz rezykliert 
wird . 

Beziiglich der Fremd-DNA bestehen keinerlei durch die 
vorliegende Erfindung bedingten Beschrankungen; die DNA 
kann ein beliebiges Gen sein oder auch ein Plasmid- 
Konstrukt, das z.B. fur inhibierende RNA kodierende 
Elemente enthalt. Gentherapeutisch wirksanie Sequenzen 
sind dem Fachmann bekannt; Beispiele fur derzeit als 
fur therapeutisch aussichtsreich angesehene Sequenzen 
sind u. a. der Ubersicht von Anderson, 1992, entnehrabar. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt ein 
Verfahren zum Einbringen von Fremd-DNA in menschliche 
Zellen, die keine oder nur eine geringe Zahl von 
Adenovirus-Rezeptoren aufweisen oder deren Adenovirus- 
Rezeptoren ganz oder teilweise blockiert sind, in 
welchem roan die Zellen mit dem erf indungsgemaBen Virus 
in geeigneter Formulierung ex vivo Oder in vivo 
behandelt. 

Insbesondere sind die Zellen Blutzellen. 

Die Anforderungen an die Formulierung, in der die 
erf indungsgemaBen modif izierten Viren verabreicht 
werden, werden durch die spezielle Anwendung definiert; 
der Fachmann kann einschlagigen pharmazeutischen 
HandbUchern (z.B. Remington's Pharmaceutical Sciences, 
1980) zahlreiche Trager- und Zusatzstoffe entnehmen, 
die fur die Formulierung verwendet werden, wesentlich 
ist vor allem, daB die Formulierung die Transport- 
Funktion des erf indungsgemaBen virus-Transferrin- 
Konjugats sowie die Bioverfiigbarkeit des in der Zelle 
exprimierten Proteins nicht beeintrachtigen . 
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Das Virus kann an Transferrin in fur die Kopplung von 
Peptiden an sich bekannter Weise erfolgen, vorzugsweise 
erfolgt die Bindung des Adenovirus an Transferrin uber 
die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins. Dieser 
Typ Bindung ist in der DE-A1 41 150 38, auf deren 
Offenbarung hiermit Bezug genommen wird, ftir 
Transf errin-Polylysin-Kon jugate beschrieben. 

Es wurde ttberraschend festgestellt, daB sich diese Art 
der Bindung sehr gut zur Modif ikation von Adenoviren 
mit Transferrin eignet, urn Fremd-DNA in Zellen zu 
importieren, die ansonsten dem Transportvehikel 
Adenovirus nicht bzw. nicht ausreichend zugfinglich 
sind. 

Voraussetzung ftir die FShigkeit des Virus , an die 
Kohlenhydratseitenketten des Transferrins zu koppeln, 
ist das Vorliegen von Aminogruppen an der OberflSche 
des. Virus. Ohne auf diese Theorie festgelegt sein zu 
wollen, durfte es dabei von Vorteil sein, daB die 
Kohlenhydratseitenkette des Transferrins einen 
nattirlichen Abstandhalter zwischen Transferrin und dem 
Virus darstellt. Dadurch dlirfte einerseits die 
Bindungs- und Internalisierungsf Shigkeit des 
Transferrins, andererseits dtirfte, was ftir die 
Anwendung der erf indungsgemSBen Kon jugate als 
Bestandteil von Kombinationskomplexen von Bedeutung 
ist, die endosomolytische Aktivitat des Adenovirus 
erhalten bleiben. . 

Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der 
erf indungsgemSSen Adenovirus-Transferrin-Kon jugate, das 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, 
besteht darin, Transferrin unter schonenden Bedingungen 
zu einer im Kohlenhydratanteil Aldehydgruppen 
enthaltenden Form zu oxidieren und das oxidierte 
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Transferrin unter reduzierenden Bedingungen mit dem 
Adenovirus zu koppeln. 

Fur den Oxidationsschritt, bei dem terminale 
Sialinsauren der Kohlenhydratketten des Transferrins 
zur Aldehydform oxidiert werden, wird als 
Oxidationsmittel bevorzugt Perjodat, insbesondere 
Nat riumper j odat , eingesetzt . 

Als Substanzen zur Schaffung reduzierender Bedingungen 
bei der Kopplung der Aldehydform des Transferrins mit 
dem Adenovirus sind Reduktionsmittel geeignet, die 
unter schonenden Bedingungen Schiff'sche Basen selektiv 
reduzieren* Bevorzugt fur den Einsatz als 
Reduktionsmittel im erf indungsgem&Ben Verfahren sind 
Natriumcyanoborhydrid oder tertiSres Butylaminboran. 

Das Verfahren wird bevorzugt bei niedrigen 
Temper aturen, insbesondere O'C bis Raumtemperatur, 
dur chgef uhr t . 

Die Mechanismen der einzelnen Reaktionsstufen sind dem 
Durchschnittsfachmann geiaufig; es liegt daher im 
Rahmen seiner FMhigkeiten, die Bedingungen fUr die 
einzelnen Verf ahrensschritte den jeweiligen 
individuellen Bedurfnissen anzupassen. In einzelnen 
Anwendungsfailen kann es erstrebenswert sein, das 
Viruspartikel mit einer geringeren Anzahl von 
TransferrinmolekUlen auszustatten als in den im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Versuchen, urn 
ein optimales Gleichgewicht zwischen Internalisierungs- 
und endosomolytischer Eigenschaft zu erhalten. 
Modifizierte Adenoviruspartikel mit unter schiedlichen 
Anteilen von daran gebundenem Transferrin konnen 
erhalten werden, indem das VerhSltnis 
Adenovirus/Reagentien empirisch verandert wird. 
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Figurenlibersicht : 

Fig. 1: Schematische Darstellung des Viruseintritts in 

die Zelle. A: Nicht-modif iziertes Adenovirus. 
B: Transf errin-modif iziertes Adenovirus. 

Fig. 2: Quantif izierung des an Adenovirus gebundenen 

Transferrin auf Nitrozellulosemembranblot 

Fig. 3: Expression von B-Galaktosidase in K562-Zellen 

nach Transf ektion rait rekorabinantera 
Adenovirus. A: Nicht-modif iziertes Adenovirus. 
B: Transf errin-mqdif iziertes Adenovirus. C: 
Kontrolle (nicht-inf izierte Zellen). 

Fig. 4: Quantitativer Vergleich mittels Luminometrie 

des Gentransf ers in K562-Zellen 

Die Erf indung wird anhand des folgenden Beispiels 
illustriert: 

• 

Beispiel 

a) Adendviruspraparation 

5 x 10 5 293-Zellen (ATCC No. 1573; Graham et al., 1977) 
wurden in 175 cm 2 Flaschen mit 60 ml DMEM Medium plus 
10 % FCS und 1 % Glutamin sowie einem Antibiotikazusatz 
(Penicillin, Streptomycin) 3 Tage bei 37 # C und 5 % CO2 
gezlichtet, bis ca. 2 x 10 7 Zellen, die zu ca. 80 - 100 
% konfluent waren, erhalten wurden. Danach wurde das 
Medium entfernt und die Zellen mit Adenovirus 
Ad.RSVSgal (E1-, E3-defektes Adenovirus Typ 5, das das 
E.coli B-Galaktosidasegen unter Kontrolle des RSV 
Promotor /Enhancers trSgt; Stratford-Perricaudet et ah, 
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1992) infiziert (ca. 2 x 10 9 Partikel in 5 ml Medium 
mit 2 % FCS). Nach ca. 2 Tagen Inkubation bei 37*C 
waren die Zellen angeschwollen und hatten sich nahezu 
vollstandig vom Boden abgelSst. Daraufhin wurden die 
Zellen 10 min in einem Sorvall GSA Rotor bei 3.000 rpm 
zentrifugiert, die Zellpellets mit PBS in ein 50 ml 
Rohrchen transferiert und 10 min in einer Heraeus 
zentrifuge bei 1.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet 
wurde im 2- bis 3fachen Volumen 10 mM HEPES/1 mM EDTA 
(HE) aufgenommen, in fliissigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -70 'C gelagert. Fiir den 
ZellaufschluB wurden die Zellen vier Frier- /Tauzyklen 
(fliissiger Stickstof f /37*C Wasserbad) unterworfen und 
10 min zentrifugiert (Heraeus, 4.000 rpm). AnschlieBend 
wurde das Zellysat einer Ultrazentrifugation 
unterworfen (vTI-50 47.000 rpm/1 h/20'C; CsCl 
Dichtegradient : 20 ml 1.33 g/cm3 CsCl in HE, 
unterschichtet mit 10 ml 1.45 g/cm3 CsCl in HE, 
ttberschichtet mit 10 ml Zellysat). Die opaleszente 
Virusbande wurde gesammelt und einer zweiten 
Ultrazentrifugation unterworfen (vTI-50 63.000 rpm/ 
4 h/20'C; CsCl Gleichgewichtsgradient: 2.5 ml 

1.33 g/cm3 CsCl in HE, gemischt mit 2.5 ml Virusbande). 
Pro zellkulturflasche wurden 1 - 3 x 10" Viruspartikel 
erhalten, die mit 40 % (v/v) Glycerin bei -70 *C 
gelagert wurden. Die Bestimmung der Virion- 
Konzentration wurde fiber den Proteingehalt mittels 
Bradfordassay (BSA. Fraktion V, BMB als Standard) 
bestimmt, wobei das Verhaltnis 1 mg/ml Virusprotein = 

1.34 x 10 12 Viruspartikel (Lemay et al., 1980) 
herangezogen wurde. 

b) Modifikation des Adenovirus mit Transferrin 

Eine Losung von 105 mg (1.30 umol) Transferrin (human, 
Sigma) in 1 ml 30 mM Natriumacetatpuf fer (pH 5) wurde 
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einer Gelf iltration auf einer Sephadex G-25 PD10 Saule 
(Pharmacia) unterworfen, wobei derselbe Puffer 
verwendet wurde. Die erhaltenen 2 ml L6sung, die 80 mg 
(1.0 umol) Transferrin enthielten (dear 

Transferringehalt wurde durch UV-Messung bei 280 nm und 
Ninhydrinassay bestimmt), wurden in einem Speedvac 
(Savant) auf 1 ml konzentriert, auf 0*C gekiihlt und mit 
50 ]xl 30 mM Natriumacetatpuf fer (pH 5), enthaltend 
1.1 mg (5 umol) Natriumperjodat / behandelt. Die 
Mischung wurde in einem Eisbad im Dunklen 90 min lang 
stehen gelassen. AnschlieBend wurde eine weitere 
Gelf iltration (Sephadex G-25 PD10 SSule, Pharmacia, 
150 mM NaCI, 10 mM HEPES, pH 7.3) durchgef Uhrt , dabei 
wurden 1 ml einer Losung, enthaltend 66 mg (0.82 umol) 
oxidiertes Transferrin erhalten (der Gehalt an 
oxidierter, Aldehyd enthaltender Form von Transferrin 
wurde bestimmt mittels FSrbung mit Anisaldehydreagens, 
wie von Wagner et al., 1991, beschrieben ) . Ein Teil der 
modif izierten Transf errinlttsung (0.6 ml; 0.5 umol) 
wurde rasch zu einer LSsung, enthaltend 25 ug (bezogen 
auf Protein) Adenovirus in 300 ul HBS # hinzugefUgt. 
Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde eine LOsung von 1 mg 
(15 umol) Natriumcyanborhydrid zugegeben. Nach 24 h bei 
Raumtemperatur wurde das Trans ferrin-konjugierte 
Adenovirus von OberschOssigem freiem Transferrin 
gereinigt, indem das Virus mit einem gleichen Volumen 
HBS (150 mM NaCI, 20 mM HEPES, pH 7.4) verdunnt und das 
Material liber einen CsCl-Stufengradienten zentrifugiert 
wurde. Ca. 1.5 ml des modif izierten Virus wurden in 
einem vTI-65 ROhrchen (Beckman) mit 3 ml 1.31 g/cm 3 
CsCl und 1 ml 1.45 g/cm 3 CsCl (beide CsCl-L5sungen in 
1 mM EDTA, 20 mM HEPES, pH 7.4) unterschichtet . Die 
Probe wurde 1 h lang bei 63.000 rpm in einem vTi-65 
Rotor (Beckman) zentrifugiert. Die opaleszente 
Virusbande wurde geerntet, mit einem gleichen Volumen 
HBS verdunnt und einer zweiten identischen CsCl- 
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Gradientenreinigung unterworfen. Alternativ wurde die 
erste Virusbande mit 1.33 g/cm3 CsCl, 20 mM HEPES, 1 mM 
EDTA, pH 7.4, auf 5.5 ml gebracht und die Probe bis zum 
Gleichgewicht zentrifugiert (4 h, 63.000 rpm, vTi-65 
Rotor ) . Das gereinigte modif izierte Virus wurde 
geerntet, mit einem gleichen Volumen von 96 % Glyzerin 
(Fluka) verdUnnt und bis zur Verwendung bei -70 *C 
gelagert. Parallel wurde eine Kopplung mit eisenfreiem 
Transferrin durchgefiihrt; das gereinigte Virus wurde 
mit 1 pi 1 mM Eisen (III) Citratpuf fer, pH 7.5 
versetzt . 

c) Quantitative Bestimmung des an Adenovirus 
gebundenen Transferrins 

Serienverdiinnungen von Transferrin-modif iziertem 
Adenovirus, nicht-modif iziertem Adenovirus sowie 
Transferrin- Standards (jeweils in HBS; die Anzahl der 
aufgetragenen Viruspartikel bzw. TransferrinmolekUle 
ist Fig. 2 entnehmbar) wurden an eine 
Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell, 0.1 mm 
PorengroBe) gebunden. Der Blot wurde iiber Nacht bei 4'C 
mit 3 % (w/v) pulverisierter Magermilch in HBS (10 ml) 
vorhybridisiert . Der Transf erringehalt jeder Probe 
wurde bestimmt, indem die Membran 4 h bei 
Raumtemperatur einem Mausantikorper, der humanes 
Transferrin erkennt (Chemicon MAB 033-19/1, Verdiinnung 
1:2000 in HBS/Milch, 10 ml), und im AnschluS daran 
(nach 2 stundigem Waschen mit 4 x 130 ml HBS/Milch) 1 h 
lang einem 125 I _ m arkiertem zweiten Antikorper (Schaf- 
anti-Maus-Ig, Amersham, Kat.No. L52215, 2 uCi, in 20 ml 
HBS/Milch) exponiert wurde. Die phosphoimager-Analyse 
der Membran zeigt die Gegenwart von Transferrin in den 
Proben mit modif iziertem Adenovirus, jedoch kein Signal 
beim nicht-modif izierten Adenovirus. Der Vergleich der 
mit den modif izierten Virus erhaltenen Signale mit den 
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Trans f err ins tandards erlaubt eine Bestimmung der Menge 
an Transferrin, die an ein Virusteilchen gebunden ist. 
Es wurde gefunden, daB 3 x 10 9 Viruspartikel ein Signal 
geben, das mit dem von 4 x 10 12 Transf errinmolekQlen 
vergleichbar ist, Daraus ergibt sich, daB an ein 
Adenovirusteilchen ca. 1,000 Transf errinmolekUle 
gebunden sind. Die Assoziation der Transf errinmolekiile 
mit Adenovirusteilchen durch zwei CsCl-Dichtegradienten 
spricht fiir eine kovalente Bindung zwischen 
Kapsidproteinen des Virus und dem Transf errinmolekul. 
Damit in Einklang ist auch das Ergebnis einer Analyse 
von Viruskapsidproteinen mittels SDS-PAGE, die zeigte, 
daB die Hauptmenge des gekoppelten Transferrins an das 
Hexon gebunden ist. 

d) Transf ektion von K562-Zellen mit Transferrin- 

modifiziertem rekombinantem Adenovirus , enthaltend 
als Fremd-DNA das B-Galaktosidasegen 

K562-Zellen (ATCC No. CCL 243) wurden in Suspension in 
RPM1 1640 Medium (Gibco BRL) plus 10 % FCS, 100 
Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin geziichtet. 20 h vbr der Transf ektion 
wurden die Zellen in frisches Medium, enthaltend zwecks 
ErhShung ihrer Transf errinrezeptor-Zahl 50 pM 
Deferrioxamin (Cotten et al., 1990), ttberftihrt. Die 
Transf ektionen wurden bei einer Dichte von 250.000 
Zellen/ml in demselben Medium (plus 50 pM 
Deferrioxamin) durchgefiihrt . Es wurden jeweils gleiche 
Mengen (3.000 Viruspartikel/Zelle bis 300 
Viruspartikel/Zelle) von entweder nicht-modif iziertem 
Adenovirus (Ad.RSVBgal) Oder von modifiziertem 
Adenovirus (Tf- Ad.RSVBgal ) auf die K562-Zellen 
aufgebracht. 48 h nach der Transf ektion wurden ca. 
25.000 Zellen in einem Volumen von 100 bis 200 pi in 
die Vertiefungen einer rundbodigen 96-Well-Platte 



WO 94/24299 



1 8 



PCT/EP94/01065 



Uberfiihrt und bei 800 rpm in einem Beckman GH 3.7 Rotor 
10 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde 
vorsichtig entfernt und mit 100 ul 0.5 % 
Glutardialdehyd in HBS ersetzt. Die Zellen wurden durch 
Pipettieren dispergiert und. dann wieder zentrifugiert. 
Daraufhin wurde das Fixiermittel entfernt und die 
Zellen gewaschen. AnschlieBend wurde rait 200 ul 
FarbelSsung (10 mM Phosphatpuf fer pH 7.0, 150 mM NaCl, 
1 mM MgCl 2 , 3.3 mM K 4 Fe( CN) 6 3H 2 0, 3.3 mM K 3 Fe(CN) 6 und 
0.2 % 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-galaktopyranosid) bei 

37 *C 20 min bis 3 h inkubiert (Lim und Chae, 1989). 
Die Zellen wurden bei 38 *C 5 h lang inkubiert, dann 2 x 
gewaschen und nach dem Transfer in flachbodige 
Vertiefungen einer 96-Well-Platte phbtographiert . 

Das Ergebnis der Transfektionen ist in Fig. 3 
wiedergegeben: Es wurde gefunden, daB beim hochsten 
Virus/ZellverhSltnis das nicht-modif izierte Virus die 
Zellen mit einer LeistungsfShigkeit von ca. 5 % 
transduzieren kann. Beim selben Virus/Zellverhaltnis 
transduziert jedoch das Transferrin-modif izierte Virus 
mehr als 90 % der Zellpopulation, wobei auch die 
tatsachlichen Mengen an pro Zelle produzierter B- 
Galaktosidase hoher sind. Kontrollversuche zeigten, daB 
sowohl nicht-modifiziertes als auch Transferrin- 
modif iziertes Adenovirus in HeLa-Zellen mit gleicher 
Leistungsfahigkeit eindringen konnte. 

Zus&tzlich wurde eine Analyse der B-Galaktosidase- 
Aktivitat mittels Luminometrie nach der von Jain und 
Magratz, 1991, beschriebenen Methode durchgef uhrt . Dazu 
wurden K562-Zellen 18 h lang in RPMI/10 % FCS, 
enthaltend 50 uM Def errioxamin gezUchtet. Unmittelbar 
vor der Infektion wurden die Zellen in frisches 
Def errioxamin enthaltendes Medium gegeben (250.000 
Zellen/ml, 50.000 Zellen pro Vertiefung einer Platte 
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mit 96 Vertief ungen) . Die Verdiinnungeri der Kontrollen 
und der Proben mit Transferrin-modifiziertem Adenovirus 
Ad.RSVBgal wurden in RPMI/2 % hitzeinaktiviertem 
Pf erdeserum hergestellt und Aliquots des Virus (50 pi ) , 
die die in der Fig. 4 angegebenen Anzahl an 
Viruspartikeln pro Zelle enthielten, auf die Zellen 
aufgegeben. Nach 4 h bei 37 *C wurden die Zellen in 
frischem Medium (ohne Deferrioxamin) gewaschen. Nach 
24 h bei 37 # C wurden Aliquots von 50.000 infizierten 
oder Kontroll zellen zur luminometrischen Messung 
mittels Zentrifugation gesammelt, in 100 pi 0.25 M Tris 
pH 7.5 aufgenommen und durch drei Frier/Auf tauzyklen 
(fliissiger Stickstof f /37*C) auf gebrochen. Die 
Zelltrtimmer wurden durch Zentrifugieren entfernt 
(14.000 x g, Eppendorf ), und Aliqots des Uberstandes^ 
auf Proteingehalt standardisiert, wurden unter 
Verwendung des chemilumineszierenden Substrats AMPGD 
und einem Emerald Lumineszenzverst&rker (Tropix) 
analysiert. Das Ergebnis der Messungen ist in Fig. 4 
dargestellt. 
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PatentansprUche 

1. Virus fUr den Transport von Fremd-DNA in hShere 
eukaryotische Zellen, dessen Oberfl&che mit einem 
Liganden fur einen Oberflachenrezeptor der 
Zielzelle derart raodifiziert ist, daB es an die 
Zelle bindet und derart internalisiert wird, daB 
die Fremd-DNA in der Zelle exprimiert wird, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Virus ein 
Adenovirus und der Ligand Transferrin ist. 

2. Modifiziertes Adenovirus nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Virus und das Transferrin 
uber die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins 
miteinander verbunden sind. 

3. Modifiziertes Virus nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Virus ein Adenovirus vom 
Typ 2 ist. 

4. Modifiziertes Virus nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Virus ein Adenovirus vom 
Typ 5 ist. 

5. Modifiziertes Virus nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Virus 
ein rekombinantes Adenovirus ist, das als Fremd- 
DNA eine gentherapeutisch wirksame DNA-Sequenz 

en t ha It . 

6. Modifiziertes Virus nach einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, daB das Transferrin 
Humantransferrin ist. 

7. Verfahren zur Herstellung von Adenovirus- 
Transferrin-Konjugaten nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB man Transferrin unter 
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schonenden Bedingungen zu einer im 
Kohlenhydratanteil Aldehydgruppen enthaltenden 
Form oxidiert und das oxidierte Transferrin unter 
reduzierenden Bedingungen mit dem Adenovirus 
koppelt . 

■ * 

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB man das Transferrin mit Periodat oxidiert. 

Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die Kopplung unter 
reduzierenden Bedingungen in Gegenwart einer 
Substanz durchfuhrt, die unter fur das Transferrin 
schonenden Bedingungen Schif f • sche Basen selektiv 
reduziert. 

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Kopplung in Gegenwart von 
Natriumcyanoborhydrid vornimmt. 

Verfahren zum Einf Qhren von Fremd-DNA mittels 
humanem Adenovirus in humane Zellen, die keine 
Oder nur eine geringe Zahl von Adenovirus- 
Rezeptoren aufweisen oder deren Adenovirus- 
Rezeptoren ganz oder teilweise blockiert sind, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen mit 
einem in den AnsprUchen 5 und 6 definierten Virus 
in Bertthrung bringt. 

Verfahren zum Einfiihren von Fremd-DNA mittels 
humanem Adenovirus in humane Zellen, die keine 
oder nur eine geringe Zahl von Adenovirus- 
Rezeptoren aufweisen oder deren Adenovirus- 
Rezeptoren ganz oder teilweise blockiert sind, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen mit 
einem in einem der Anspruche 1 bis 4 und 6 
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definierten Virus als Bestandteil eines Komplexes 
in Beruhrung bringt, in welchem Polylysin mit dem 
Virus sowie gegebenenfalls zusatzlich rait 
Transferrin konjugiert sowie mit der Fremd-DNA 
komplexiert ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Zellen Blutzellen sind. 
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